Chiiia® Université
Dentaire de Lllle

UNIVERSITE DE LILLE

UNIVERSITE DE LILLE

FACULTE DE CHIRURGIE DENTAIRE

Année de soutenance : 2020 Ne°:

THESE POUR LE

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN CHIRURGIE DENTAIRE

Présentée et soutenue publiquement le 12 FEVRIER 2020
Par Aryaman KHODAVEISI MOTLAGH

Né le 8 septembre 1995 a Téhéran — Iran

Cellules souches d’origine dentaire et ingénierie tissulaire : peut-on recréer un organe

dentaire ?
JURY
Président : Pr Thomas COLARD
Assesseurs : Dr Jérome VANDOMME

Dr Cécile OLEJNIK
Dr William PACQUET




. -y Facultéde
Université ' Chirurgie

d Dentaire
d e LI l le UNIVERSITE DELILLE

Président de I'Université : Pr. J-C. CAMART
Directeur Général des Services de I'Université : P-M. ROBERT
Doyen : E. BOCQUET
Vice-Doyens : A. de BROUCKER
Responsable des Services : S. NEDELEC
Responsable de la Scolarité : M. DROPSIT

PERSONNEL ENSEIGNANT DE L'U.EF.R.

PROFESSEURS DES UNIVERSITES :

P. BEHIN Prothéses

T. COLARD Fonction-Dysfonction, Imagerie, Biomatériaux

E. DELCOURT-DEBRUYNE Professeur Emérite Parodontologie

C. DELFOSSE Responsable du Département d’Odontologie Pédiatrique
E. DEVEAUX Dentisterie Restauratrice Endodontie



MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

K. AGOSSA
T. BECAVIN

A. BLAIZOT

P. BOITELLE
F. BOSCHIN

E. BOCQUET

C. CATTEAU

A. de BROUCKER
M. DEHURTEVENT
T. DELCAMBRE

F. DESCAMP

A. GAMBIEZ

F. GRAUX

P. HILDELBERT

C. LEFEVRE
J.L. LEGER
M. LINEZ

G. MAYER

L. NAWROCKI

C. OLEJNIK
P. ROCHER
L. ROBBERECHT

M. SAVIGNAT

T. TRENTESAUX

J. VANDOMME

Parodontologie
Dentisterie Restauratrice Endodontie

Prévention, Epidémiologie, Economie de la Santé, Odontologie
Légale.

Prothéses
Responsable du Département de Parodontologie

Responsable du Département d’Orthopedi Dento-Faciale
Doyen de la Faculté de Chirurgie Dentaire

Responsable du Département de Pre ention, Epidémiologie,
Economie de la Santé, Odontologie Legale

Fonction-Dysfonction, Imagerie, Biomatériaux
Prothéses

Prothéses

Prothéses

Dentisterie Restauratrice Endodontie
Prothéses

Responsable du Département de Dentisterie Restauratrice
Endodontie

Prothéses

Orthopédie Dento-Faciale
Dentisterie Restauratrice Endodontie
Prothéses

Responsable du Département de Chirurgie Orale
Chef du Service d’Odontologie A. Caumartin - CHRU Lille

Responsable du Département de Biologie Orale
Fonction-Dysfonction, Imagerie, Biomatériaux
Dentisterie Restauratrice Endodontie

Responsable du Département des Fonction-Dysfonction,
Imagerie, Biomater aux

Odontologie Pédiatrique

Responsable du Département de Prothéses



Réglementation de présentation du mémoire de Thése

Par délibération en date du 29 octobre 1998, le Conseil de la Faculté de Chirurgie
Dentaire de I'Université de Lille 2 a décidé que les opinions émises dans le contenu et les
dédicaces des mémoires soutenus devant jury doivent étre considérées comme propres a
leurs auteurs, et qu’ainsi aucune approbation, ni improbation ne leur est donnée.

4



Aux membres du jury...



Monsieur le Professeur Thomas COLARD
Professeur des Universite — Praticien Hospitalier des CSERD

Section Réhabilitation Orale
Département Sciences Anatomiques

Docteur en Chirurgie Dentaire

Docteur au Muséum National d’Histoire Naturelle en Anthropologie
Biologique

Assesseur a la Recherche

Quand je vous ai demandé si vous vouliez bien présider le jury de ma thése vous
avez accepté sans hésiter et pour cela je vous en suis tres reconnaissant. Veuillez
trouver ici I'expression de mon profond respect et de ma grande estime pour votre

rigueur, votre écoute et votre bienveillance.



Monsieur le Docteur Jérome VANDOMME

Maitre de Confe ences des Universites — Praticien Hospitalier des
CSERD

Section Réhabilitation Orale
Département Protheses

Docteur en Chirurgie Dentaire

Docteur en Biologie de I'Université de Lille 2
Master Il Biologique Santé

Master | des Sciences Biologiques et Médicales

Responsable du Département de Prothéses
Assesseur aux Nouvelles Technologies

Je tiens a vous remercier énormément de m’avoir fait ’honneur de diriger cette
thése. Vous avez su tout au long de ma formation théorique, pratique et clinique
comment me transmettre vos connaissances et votre expérience par vos precieux
conseils.

Merci encore pour votre implication, disponibilité et votre sympathie, j'espére que ce
travail sera a la hauteur de vos espérances.



Madame le Docteur Cécile OLEJNIK

Maitre de Confe ences de Universites — Praticien Hospitalier des
CSERD

Section Chirurgie Orale, Parodontologie, Biologie Orale
Département Biologie Orale

Docteur en Chirurgie Dentaire

Docteur en Odontologie de I'Université de Lille 2
Responsable du Département de Biologie Orale
Assesseur PACES

Je suis tres honoré que vous ayez accepte de siéger dans ce jury.

Vos qualités d’enseignante ne sont plus a démontrer et votre gentillesse,
bienveillance et bonne humeur auront marqué mes études.

Veuillez trouver ici 'expression de mes sinceres remerciements et mon profond
respect.



Monsieur le Docteur William PACQUET

Assistant Hospitalo-Universitaire des CSERD

Section Réhabilitation Orale
Département Sciences Anatomiques

Docteur en Chirurgie Dentaire

C’est sans hésitation et avec enthousiasme que vous avez accepté de siéger dans
mon jury et je vous en suis tres reconnaissant.

Vous m’avez beaucoup aidé et appris lorsque j’ai eu la chance de suivre avec vous
des cas de protheses en clinique et je garde de tres bons souvenirs de ces
moments.

Avec mes remerciements, veuillez recevoir I'expression de toute ma gratitude.



A mes proches...

10



11



A tous mes enseignants de la primaire a I'université : les plus grandes legons
que j'ai apprises ne viennent pas de livres mais du travail de tous les enseignants
que j'ai eu la chance de croiser durant mon parcours. Je tenais a vous remercier tous
pour votre engagement a mes cotés, votre enseignement et votre soutien tout au

long de mes études. On doit tous quelque chose a un professeur, alors je vous dis un
grand merci.

12



Table des matieres

1 INErodUCHIiON ... ———— 14
2 Les cellules SOUChES ... 15
200t B I 1= {1 1 (oo 15
2.2 Origine des cellules SOUCNES ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 16
2.2.1 Cellules souches embryonnaires (ESC).........cccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 16
2.2.2 Cellules souches foetales ..........oouueiiiiiiiiiiiicc e 16
2.2.3 Cellules souches amniotiQUES ..........cccceeiiiiiiiiiiiie e, 16
2.24 Cellules souches adultes ou somatiques ..........cccoeeevviiiiiiiiiiinneeeeeeeeens 17

2.3 Classification des cellules SOUChES...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiee 18
2.3.1 Cellules souches totipotentes..........cccoeeeviiiiiiiiiiiiie e 19
2.3.2 Cellules souches pluripotente ............cccooviiiiiiiiiiiiee e, 19
2.3.3 Cellules souches multipotentes.........ccooevviiiiiiiiiiiii e 20
2.3.4 Cellules souches unipotentes..........cccooeeiiiiiiiiiiiii e, 20
2.3.5 Cellules souches pluripotentes induites (iPSC)...........ccccccei. 20

2.4 Cellules souches d’origine dentaire et péri-dentaire ............cccccceeeeeeeiieniennnn, 21
241 Cellules souches pulpaires (DPSC) ......ccoooviiiiiiii 22
2.4.2 Cellules souches des dents lactéales (SHED) ...........ccccooeeeeiiiiiiniinn, 22
2.4.3 Cellules souches de la papille apicale (SCAP)........ccoevviiciiiiiiieiiieennns 24
244 Cellules souches du follicule dentaire (DFSC) ..........cooovviiiiiiiieniiinnn, 25
245 Cellules souches du ligament parodontal (PDLSC)...............cceeeeeeen. 25
2.4.6 Cellules souches mésenchymateuses de I'os alvéolaire (ABMSC)...... 26
2.4.7 Cellules progénitrices du germe dentaire (TGSC)...........ccoeeeeieieinnnnnnn. 26
2.4.8 Cellules souches mésenchymateuses gingivales (GMSC) .................. 27

2.5 Exemple d’isolement des DPSCs d’'unedent .............ooooiviiiiiiiiiiiiiiiiien e, 27
2.5.1 Prélevement et extraction pulpaire..........ccccooevveiiiiiiiiiiiiiiiie e 27
2.5.2  ISOIEMENT.....e e aaaee 29
2.5.3 AMPIIfiCation ......ccooii e 32
2.5.4  CONSEIVALION .. .ceeieeeeeee et eaaaee 34

2.6 Réglementation €N VIQUEUN ............uiiiiiiii e a e 35

3 Ingénierie tissulaire ... —————— 38
X Bt N I 7Y i 1 1T o P 38
3.2 Les différents types de scaffolds pour la régénération dentaire.................... 39
3.2.1 Les scaffolds en polyméres biologiques..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 40
3.2.2 Les scaffolds synth&tiqUes ...........ooovvvviiiiiiiiiiiccc e 45

3.3 Les facteurs de CrOoiSSANCES ........cviiieeiiiiiiiiieee e 48
3.3.1 PDGF (Platelet Derived Growth Factor)........cccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 49
3.3.2 BMP (Bone morphogenetic proteins) ...........cccccccuuiiiiiiiiiiiiiiiees 50
3.3.3 TGF (Transforming Growth Factors) ..........cccccceeiiiiiiiiii 51
3.3.4 IGF (Insulin-like Growth Factor) ............ccccoiiiimimiiiiiie 52

4 Recréer une dent : techniques et stratégies.......ccccccevrrmmmmmmmmmmmmrmmmeeeeeenenenennn. 53
4.1 Résumé de 'embryologie de 'organe dentaire..............ccccooiiiiiiiiiiiiiiinnnnnns 53
4.2 Reégeénération d’'une dent compléte ........cooiiiiiiiiiiii 55
4.2.1 Utilisation de scaffolds biodégradables ..........cccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 56
4.2.2 Utilisation de la méthode d’agrégation cellulaire ................cccoeeeeiinnnnnnn. 58
4.2.3 Récapitulatif des études importantes de régénération dentaire ........... 60
424 Limites et obstacles.........cooooiiiiii i 62

5 {0 4 T 113 T o 5Ot 64
Ref rences bibliographiqUes ...........ccucceeieieeecienicseinsesse s sessessssesssssssessssssnes 66



1 Introduction

Nous utilisons nos dents tous les jours et comptons sur elles pour la mastication
ainsi que pour la communication verbale et non verbale. Cependant, malgré
des moyens de contrble de plaque toujours plus performants, la perte de dents
provoquée par les maladies dentaires telles que la parodontite et les caries reste tres

répandue dans nos pays industrialisés [1].

La dent est composée de trois types de tissus durs hautement minéralisés : I'émail,
la dentine et le cément. Ces tissus matures sont générés par les interactions
séquentielles et réciproques entre I'épithélium oral et le tissu mésenchymateux sous-
jacent dérivé de la créte neurale cranienne. Les dents permanentes adultes perdues
ne repousseront pas. Ainsi, pour réparer ou remplacer les dents, les traitements
actuels se concentrent principalement sur des solutions prothétiques. Ceux-ci
comprennent les prothéses dentaires amovibles et fixées composées de matériaux
biocompatibles. La prothése amovible en particulier présente plusieurs inconvénients,
tels que géne, lésions des tissus environnants et stabilisation inadéquate a long terme
[2]. En conséquence, il est souhaitable de développer une nouvelle approche

biologique pour traiter plus efficacement ce probléme.

Notre but dans cette thése va étre de voir s’il est possible, d’aprés les différentes
études disponibles actuellement, de recréer un organe dentaire fonctionnel a partir de
cellules souches d’origine dentaire et péri-dentaire. Pour cela nous allons voir quels
sont les différents types de cellules souches que nous pouvons trouver en bouche et
comment il est possible de les isoler. Nous définirons par la suite ce qu’est I'ingénierie
tissulaire et en quoi, couplée avec ces cellules souches, il est possible de recréer des

tissus dentaires.

Nous allons donc dresser une synthése des travaux et avancées récentes en
matiére de régénération dentaire, des approches en ingénierie tissulaire et s’attarder
sur les travaux les plus significatifs dans ce domaine. Nous décrirons également les
limites et obstacles que nous aurons a surmonter pour recréer un organe dentaire

complet chez ’'homme.
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2 Les cellules souches

2.1 Deéfinition

Les cellules souches (SC) sont des cellules biologiques présentes dans presque
tous les organismes multicellulaires. Elles peuvent se diviser et se différencier en
divers types de cellules spécialisées et peuvent s'auto-renouveler pour produire

davantage de cellules souches.

Les cellules souches ont le potentiel de se développer en différents types de
cellules dans le corps au début de la vie et de la croissance. Dans de nombreux tissus,
elles constituent une sorte de systéme de réparation interne en produisant des cellules

capables de se diviser sans limite pour en reconstituer d'autres.

Les cellules souches se caractérisent par leurs quatre propriétés spéciales
d'auto-renouvellement, de nature non spécialisée, de différenciation et de quiescence.
Elles sont capables de se diviser et de se renouveler pendant de longues périodes, de
se répliquer plusieurs fois ou de proliférer.

Lorsque des cellules souches non spécialisées donnent naissance a des cellules
spécialisées, le processus est appelé différenciation. Lors de la différenciation, la
cellule passe généralement par plusieurs étapes, devenant de plus en plus spécialisée

a chaque étape.
En raison de leurs capacités, les cellules souches peuvent se différencier en

plusieurs types de tissus, elles ont donc un potentiel énorme et pourraient donc nous

permettre de régénérer des tissus dentaires.
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2.2 Origine des cellules souches

2.2.1 Cellules souches embryonnaires (ESC)

Les cellules souches embryonnaires, aussi appelées cellules ESC (Embryonic
Stem Cell) sont des cellules pluripotentes obtenues a partir d’'un embryon a un stade
tres précoce de son développement. Mais leur utilisation pour la recherche médicale
et les applications thérapeutiques qui en découlent ont fait 'objet de nombreuses
controverses, principalement parce que leur isolement nécessite la destruction d’un
embryon, soit surnumeéraire, soit issu de la fécondation in vitro, soit par clonage (par

transfert du noyau d’une cellule dans un ovule préalablement vidé du sien) [3].

2.2.2 Cellules souches foetales

Les cellules souches feetales sont des cellules multipotentes issues d’un feetus,
provenant d’une interruption volontaire de grossesse. Elles sont déja en partie
déterminées et sont spécifiques du tissu foetal d’origine, étant capable de générer les

cellules du tissu ou elles étaient localisées [4].

2.2.3 Cellules souches amniotiques

Les cellules souches amniotiques sont le mélange de cellules souches pouvant

étre obtenues a partir du liquide amniotique [5,6] et de la membrane amniotique [7].

Les cellules souches amniotiques sont un intermédiaire entre les cellules ESC et les
cellules souches adultes, exprimant les marqueurs cellulaires de ces deux types de
cellules. Elles peuvent se différencier en un grand nombre de lignées cellulaires
(endothéliales, hépatiques, adipocytaires, neurogéniques...), mais aussi en lignées
germinales embryonnaires.

Les cellules souches sont généralement extraites du sac amniotique par

amniocentése, ce qui se produit sans nuire aux embryons. L'utilisation des cellules
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souches du liquide amniotique est donc généralement considérée comme dépourvue

des problemes éthiques liés a I'utilisation de cellules provenant d’embryons.

2.2.4 Cellules souches adultes ou somatiques

Les cellules souches adultes sont des cellules indifférenciées trouvées dans tout
le corps qui se divisent pour reconstituer les cellules mourantes et régénérer les tissus
endommageés.

Egalement appelées cellules souches somatiques, elles peuvent étre trouvées chez
les enfants ainsi que chez les adultes et ont été identifiées dans la plupart des organes
testés : la peau, lintestin, 'os, la moelle osseuse, le foie, le cceur, le cerveau, la dent,

le pancréas, etc.

La recherche sur les cellules souches adultes a été alimentée par leur capacité a se
diviser, a s'auto-renouveler et a générer tous les types de cellules de I'organe dont
elles proviennent, régénérant potentiellement tout l'organe a partir de quelques

cellules.
Contrairement a celles des cellules souches embryonnaires, I'utilisation de cellules

souches adultes en recherche et en thérapie n'est pas controversée car I'obtention de

ces cellules ne nécessite pas la destruction d'un embryon.
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2.3 Classification des cellules souches

Nous allons voir ici le classement des cellules souches du plus haut potentiel de

différenciation au plus faible (figure 1).

Cellules souches Totipotentes

$a

Cellules souches Pluripotentes Cellules souches pluripotentes
induites (iPSC)

Endoderme Mésoderme Ectoderme

Cellules souches Multipotentes

i 1 | , Moelle épiniére, peau,
‘ sang du cordon ombilical,

dents temporaires ...

Cellules souches Unipotentes

000 000 6606

Foie Pancréas Neurones

Figure 1: différenciation d'une cellule souche embryonnaire totipotente (adapté du schéma de Betts [8])
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2.3.1 Cellules souches totipotentes

Une cellule souche capable de donner naissance a tout type de cellules
différenciées dans un organisme particulier est considérée comme totipotente. Cela
signifie que ces cellules contiennent le potentiel de différenciation le plus élevé. Le
zygote et la spore sont deux exemples de cellules totipotentes. Mais certaines cellules

différenciées sont également capables de revenir a I'état de totipotence [9].

Chez I'hnomme, le zygote est formé aprés la fécondation de I'ovule par un
spermatozoide. Le zygote est divisé par la mitose, générant des cellules identiques
qui deviennent ensuite totipotentes. Le zygote forme la morula, qui est ensuite divisée
pour former le blastocyte. Aprés l'implantation du blastocyte dans I'endométre, le
processus de différenciation commence. Ce stade est appelé stade embryonnaire ou
sont produites deux masses cellulaires appelées trophoblaste et masse cellulaire
interne. Ainsi, le trophoblaste et la masse cellulaire interne se différencient en cellules
totipotentes de la morula. Ensuite, la masse cellulaire interne devient pluripotente en
se différenciant en trois couches germinales : endoderme, mésoderme ou ectoderme.
Ces trois couches germinales donnent naissance a différents types de cellules
spécialisées dans le corps en devenant multipotentes.

Par conséquent, les cellules souches totipotentes chez 'homme sont capables de se
différencier en n'importe quel type de cellule du corps : il en existe plus de 200 types

distincts dans le corps humain.

2.3.2 Cellules souches pluripotentes

Une cellule souche capable de se différencier en l'une des trois couches
germinales est considérée comme pluripotente. Les trois couches germinales sont
I'endoderme, l'ectoderme et le mésoderme.

Chacune de ces trois couches de germes est ensuite différenciée en différents organes

et tissus en devenant multipotentes.
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2.3.3 Cellules souches multipotentes

Les cellules multipotentes sont capables de se différencier en plusieurs types de

cellules fonctionnellement liées les unes aux autres :

- I'endoderme donne naissance a la muqueuse de l'estomac, au tractus
gastro-intestinal et aux poumons ;

- l'ectoderme donne naissance aux tissus épidermiques et au systéme
nerveux ;

- le mésoderme donne naissance a I'os, aux muscles et au sang.

Elles sont donc dites déterminées.

2.3.4 Cellules souches unipotentes

Présente dans les tissus adultes, une cellule souche unipotente possede, en
comparaison avec d’autres types de cellules souches, le potentiel de différenciation le
plus faible. Cela signifie que la cellule a la capacité de se différencier en un seul type
de cellule ou de tissu.

Bien que les cellules souches adultes unipotentes présentes dans les tissus du corps
ne donnent naissance qu'a un seul type de cellule, elles ont néanmoins la propriété
importante d'auto-renouvellement partagée par toutes les cellules souches. De plus,
bien que leur potentiel de différenciation soit limité, les cellules unipotentes ont encore

un vaste potentiel thérapeutique pour traiter les blessures et les maladies.

2.3.5 Cellules souches pluripotentes induites (iPSC)

En 2006, des chercheurs de I'Université de Kyoto au Japon ont identifié des
conditions qui permettraient a des cellules adultes spécialisées d’étre génétiquement
« reprogrammeées » pour adopter un état semblable a celui d’une cellule souche [10].

Ces cellules adultes, appelées cellules souches pluripotentes induites (iPSC), ont été
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reprogrammeées en un état semblable a celui des cellules souches embryonnaires en
introduisant des génes importants pour le maintien des propriétés essentielles des
cellules souches embryonnaires (ESC). Depuis cette découverte initiale, les
chercheurs ont rapidement amélioré les techniques de génération d’'iPSC, créant ainsi
un nouveau moyen puissant de "dé-différencier" les cellules dont le développement

était déterminé.

Les iPSC sont complétement pluripotentes. Les iPSC sont reprogrammées a partir de
cellules souches adultes en modifiant génétiquement la cellule afin de se comporter
comme des cellules souches embryonnaires. Elles peuvent étre utilisées pour
régénérer des organes in vitro. Certaines sont partiellement pluripotentes, bien qu'elles

soient capables de former les trois couches germinales [11].

2.4 Cellules souches d’origine dentaire et péri-dentaire

Les cellules souches peuvent étre isolées de plusieurs tissus buccaux tels que la
pulpe dentaire, le ligament parodontal, le follicule dentaire, le germe dentaire, la papille

apicale, la muqueuse buccale, la gencive et le périoste (figure 2).

DPSCs : Dental Pulp Stem Cells

SHED : Stem cell from Human
Exfoliated Decidious teeth

GMSCs PDLSCs SHED DPSCs

SCAP: Stem Cells from
Apical Papilla

DFPCs : Dental Follicle
Precursor Cells

PDLSCs : Periodontal
Ligament Stem Cells

ABMSCs : Alveolar Bone-derived
Mesenchymal Stem Cells

TGPCs : Tooth Germ
Progenitor Cells

ABMSCs GMSCs : Gingival Mesenchymal
Stem Cells

Figure 2: les différents sources de cellules souches d'origine buccale (adapté du schéma de Chalissery [12])
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2.4.1 Cellules souches pulpaires (DPSC)

La possibilité que la pulpe dentaire puisse contenir des cellules souches
mésenchymateuses a été suggérée pour la premiére fois en observant le processus

de création de néo-odontoblastes lors de Iésions dentinaires profondes [13].

Les premieres cellules souches isolées de la pulpe dentaire humaine adulte ont été
appelées Dental Pulp Stem Cells (DPSC) [14]. Elles ont été isolées a partir de

troisiemes molaires permanentes et ont présenté une prolifération élevée.

De plus, la transplantation in vivo chez des souris immunodéprimées a démontré la
capacité des DPSC a générer du tissu dentaire fonctionnel sous la forme de complexes
dentine / pulpe [15]. Une caractérisation plus poussée a révélé que les DPSC étaient
également capables de se différencier en d'autres dérivées de cellules
mésenchymateuses in vitro tels que les odontoblastes, les adipocytes, les
chondrocytes et les ostéoblastes [16,17].

Enfin les DPSC peuvent se différencier en neurones fonctionnellement actifs
suggérant leur potentiel en tant que thérapie cellulaire pour les troubles neuronaux
[18].

2.4.2 Cellules souches des dents lacte les (SHED)

Les cellules souches isolées a partir de la pulpe de dents lactéales (SHED)
humaines ont la capacité d'induire la formation osseuse, de générer de la dentine et
de se différencier in vitro en dérivés de cellules mésenchymateuses non dentaires

[19,20].

Contrairement aux cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC), les SHED présentent

des taux de prolifération plus élevés et une capacité ostéoinductive in vivo [21].

Des SHED ensemencées sur des tranches de dents et implantées par voie sous-

cutanée chez des souris immunodéficientes se sont différenciées en odontoblastes
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fonctionnels capables de générer de la dentine et des cellules endothéliales

angiogéniques [22,23].

Des études utilisant des SHED et des cellules endothéliales comme outils dans
l'ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire in vivo, ou la pulpe retirée suite a une
infection est remplacée par des cellules souches, ont révélé que le tissu formé

présente une architecture et une cellularité proches de celles de la pulpe dentaire [20].

Les SHED et d'autres cellules souches dentaires sont dérivées de I'ectomésenchyme
de la créte neurale cranienne. Par conséquent, leur développement et leur
fonctionnement sembleraient identiques, mais des études ont montré qu'elles different
et ont des profils d'expression génique différents. Les SHED ont des taux de
prolifération significativement plus élevés comparés au DPSC et aux cellules souches

mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse [21].

La comparaison des profils d'expression génique a mis en évidence 4386 geénes
exprimés de maniere différentielle entre DPSC et SHED. Une expression plus élevée
dans les SHED a été observée pour les génes qui participent aux voies liées a la
prolifération cellulaire et a la formation de matrice extracellulaire, incluant plusieurs
facteurs de croissance tels que le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et le
facteur de croissance transformant (TGF)-B [21]. Le TGF-(3 en particulier est important,
car il est libéré aprés une Iésion de la dentine et pourrait donc mobiliser les cellules

souches de la pulpe pour les différencier en odontoblastes [24].

Les SHED sont hautement prolifératives et conservent leurs caractéristiques de
cellules souches apres une culture « prolongée ». Elles pourraient donc étre utilisées
comme source allogénique générique de cellules souches mésenchymateuses.
Cependant, leur utilisation en tant que cellules autologues est actuellement limitée aux
enfants qui n'ont pas encore perdu toutes leurs dents temporaires.

De plus en plus de banques de ces cellules se développent pour permettre leur
utilisation lorsque I'enfant devient adulte. Des études ont montré que les cellules SHED
congelées conservent leurs propriétés apres une cryopréservation de 2 ans dans de
I'azote liquide [25], mais il convient toutefois de noter que les effets du stockage a long

terme (10 ans et plus) n'ont pas encore été évalués. Etant donné que les enfants
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perdent naturellement 20 dents temporaires, il existe de nombreuses possibilités pour

stocker ces cellules.

2.4.3 Cellules souches de la papille apicale (SCAP)

Une population unique de cellules souches dentaires, appelées cellules souches
de la papille apicale (SCAP), est située aux extrémités des racines des dents en
croissance. Le tissu papillaire apical n'est présent qu'au cours du développement
radiculaire avant que la dent n'entre en éruption dans la cavité buccale [26]. Les SCAP

ont la capacité de se différencier en odontoblastes et en adipocytes [27].

Les SCAP expriment les marqueurs de surface mésenchymateux précoces, en
particulier CD24, qui est un marqueur unique pour leur population [27,28]. Les cellules

SCAP présentent des taux de prolifération in vitro plus élevés que ceux de DPSC [27].

En co-transplantant des cellules SCAP (pour former une racine) et des cellules
souches du ligament parodontal (PDLSC) (pour former un ligament parodontal) dans
des alvéoles dentaires de mini-porcs, Sonomaya et son équipe ont observé que de la
dentine et un ligament parodontal ont été formés [27]. Ces résultats suggérent que
cette population de cellules, ainsi que les PDLSC, pourraient étre utilisées pour créer

une racine biologique sur laquelle il serait possible de poser une couronne.

Dés le début de leur développement, la plupart des tissus humains ne sont pas
cliniquement disponibles pour lisolement des cellules souches mais comme les
racines se développent aprés la naissance, la papille apicale des racines est
accessible a partir de dents de sagesse extraites. Ainsi, une source tres active de
cellules souches ayant des propriétés de type embryonnaire (c'est-a-dire en cours de

développement) peut étre facilement obtenue.
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2.4.4 Cellules souches du follicule dentaire (DFSC)

Le follicule dentaire est un sac de tissu conjonctif lache dérivé d'un
ectomésenchyme qui entoure I'organe de I'émail et la papille dentaire du germe de la
dent en développement avant I'éruption [29]. On pense qu'il contient des progéniteurs
pour les cémentoblastes, les cellules du ligament parodontal (PDL) et les ostéoblastes.
Les cellules folliculaires dentaires (DFC) forment le PDL en se différenciant en
fibroblastes qui sécrétent du collagéne et interagissent avec les fibres a la surface de
'os et du cément adjacent. Les DFC peuvent former des cellules ressemblant a des

cémentoblastes aprés transplantation chez des souris immunodéprimées (SCID) [30].

Les cellules progénitrices du follicule dentaire isolées a partir des troisiemes molaires
humaines sont caractérisées par leur fixation rapide en culture, l'expression des
marqueurs de cellules souches Nestin et Notch-1 et leur capacité a former des nodules
calcifiés compacts in vitro. Toutefois lorsque les DFC ont été transplantées chez des
souris immunodéprimées, il y avait peu d'indication de formation de cément ou d'os
[31].

Les DFC, comme les SCAP, représentent des cellules d'un tissu en développement et
pourraient donc présenter une plasticité supérieure a celle des autres cellules souches
dentaires. Toutefois, comme dans le cas du SCAP, des recherches supplémentaires

doivent étre menées sur les propriétés et les utilisations potentielles de ces cellules.

2.4.5 Cellules souches du ligament parodontal (PDLSC)

Le ligament parodontal est un tissu spécialisé situé entre le cément et l'os
alvéolaire et a pour réle de maintenir et de soutenir les dents. On pense que sa
régénération continue implique des progéniteurs mésenchymateux issus du follicule
dentaire. Le ligament parodontal contient différents types de cellules, qui peuvent étre
différenciées en cémentoblastes et en ostéoblastes [32].

Les PDLSC isolées ont une morphologie semblable a celle des fibroblastes et

présentent une nature clonogénique [33]. Ces cellules présentent un taux de
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prolifération élevé par rapport aux DPSC et expriment STRO-1 et CD146, des

marqueurs de cellules souches [33].

Il est donc évident que le ligament parodontal contient lui-méme des progéniteurs qui
peuvent étre activés pour s'auto-renouveler et régénérer d'autres tissus tels que le
cément et I'os alvéolaire [34]. Les PDLSC ont montré qu’ils possédent des capacités
de différenciation sur plusieurs lignées et sont capables de subir des différenciations
ostéogéniques, adipogéniques et chondrogéniques lorsqu’elles sont cultivées dans le

milieu inductif approprié.

2.4.6 Cellules souches mese chymateuses de I'os alve laire
(ABMSC)

Matsubara et ses collaborateurs ont réalisé l'isolation et la culture de cellules
souches mésenchymateuses dérivées de I'os alvéolaire humain (hABMSC) [35]. Les
cellules isolées présentent une morphologie de fibroblaste en forme de fuseau, une
adhésion au plastique et sont capables de former des colonies. Elles ont des potentiels
de différenciation chondrogénique et adipogénique similaires a ceux d'autres

populations de cellules souches [36].

2.4.7 Cellules proge itrices du germe dentaire (TGSC)

Les TGSC (Tooth Germ Stem Cells) sont une nouvelle population de cellules
souches qui ont été identifiées dans le mésenchyme dentaire du germe de la troisieme
molaire a la fin du stade de la cloche [37].

Les TGSC expriment les marqueurs STRO-1 et CD73,90,105,106 associés aux
cellules mésenchymateuses et démontrent une capacité a exprimer les geénes
associés a la pluripotence (nanog, oct4, sox2, kif4 et c-myc), indiquant un phénotype
mésenchymateux [38].

Dans des conditions de culture spécifiques, les TGSC se différencient en cellules

ostéogéniques, adipogéniques et neurogéniques [38].
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2.4.8 Cellules souches mese chymateuses gingivales (GMSC)

Les GMSC (Gingival Mesenchymal Stem Cells) sont des cellules qui peuvent
étre facilement obtenues au niveau de la gencive de la cavité orale [39].
Les GMSC présentent une capacité de clonogénicité, d'auto-renouvellement, de
différenciation multipotente, ce qui en fait une source intéressante de cellules souches

mésenchymateuses [40,41].

2.5 Exemple d’isolement des DPSC d’une dent

Un des avantages des cellules souches issues de la pulpe dentaire (DPSC) est
leur accessibilité car nous pouvons les récupérer au niveau des dents de sagesses,
des dents surnuméraires, ou desdents sur arcade extraites pour raisons
orthodontiques. Ces dents sont généralement jetées mais il est possible d’en extraire
les cellules souches pour les utiliser ou pour les stocker dans des banques biologiques.
Nous allons donc voir les différentes étapes pour prélever, isoler, cultiver et conserver
ces cellules souches.

Comme il nexiste pas de méthode standard pour l'isolement des cellules
souches mésenchymateuses et donc des DPSC, chaque équipe posséde sa propre
technique, ce qui complique la comparabilité des résultats expérimentaux [42].

De nombreux laboratoires utilisent les mémes techniques de détection et
d'isolement de cellules souches : prélévement dans des conditions stériles, digestion
avec un mélange de collagénase/dispase, et sélection par des marqueurs sélectifs
[43]. La technique d'isolement utilisée dans la plupart des laboratoires est basée sur
l'utilisation de cytométres de flux avec un trieur de cellules appelé FACS (trieur de

cellules activées par fluorescence).

2.5.1 Pre évement et extraction pulpaire

Dans le cadre de recherches scientifiques, la pulpe dentaire doit étre extraite de

dents de préférence saines [44].
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Chaque sujet doit étre soumis a une anamnése médicale poussée et seuls les
patients indemnes de maladie sont sélectionnés.
En France, chaque patient devra étre informé que sa dent servira a la recherche et il
devra signer un accord de non opposition mentionnant qu’il ne sera tiré aucun bénéfice

commercial, pharmaceutique et industriel [45].

Apres I'extraction des dents de sagesse des patients sélectionnés, la dent peut
étre nettoyée a I'aide d’'une compresse et placée dans un tube de collection rempli
d’une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et d’antibiotiques (pénicilline et

streptomycine) [46].

Le tube pourra ensuite étre directement acheminé sur glace au laboratoire ou il
faudra qu’il soit conservé a 4 degrés Celsius le moins longtemps possible. Il faut
ensuite nettoyer a I'éthanol a 70° les racines de la dent [47].

A l'aide d’un disque diamanté il est possible de sectionner la dent au niveau de
la jonction amélo-cémentaire ou de préférence sectionner la dent en deux pour avoir

acceés a la chambre pulpaire (figure 3).

Figure 3: image d’une prémolaire mandibulaire sectionnée en deux pour récupérer la pulpe dentaire (photo du Dr.
Vandomme)
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Il est important que la découpe soit lente pour éviter de créer trop d’échauffement sur

les cellules pulpaires ce qui pourrait les endommager.

Une fois que la pulpe dentaire est extraite, elle peut étre placée dans une boite
de pétri (figure 4) remplie d’une solution saline tamponnée au phosphate (PBS), puis

découpée en petits fragments a I'aide d’un scalpel [47].

Figure 4: pulpe d'une prémolaire maxillaire placée dans une boite de pétri avec une solution de PBS (photo du Dr.
Vandomme)

Néanmoins si la dent est extraite a un stade ou les racines n’ont pas encore évoluées,
la récupération de la pulpe camérale sera beaucoup plus simple et pourra étre faite
avec une simple curette de Gracey.

2.5.2 Isolement

La société internationale de thérapie cellulaire a défini 3 criteres d’identification

des cellules souches mésenchymateuses in vitro [48] :

29



- les cellules doivent adhérer au plastique dans les conditions de culture
standard ;

- plus de 95% doivent exprimer CD105, CD73 et CD90 ;

- moins de 2% seulement peuvent exprimer CD45, CD34, CD14, CD11b,
CD79a, CD19 et les molécules de surfaces HLA de classe Il. Il faut
également une absence de marqueurs de la lignée hématopoiétique ;

- elles doivent pouvoir, dans des conditions de culture standard, se

différencier en ostéoblaste, adipocytes et chondrocytes.

Les morceaux seront ensuite soit dissociés de fagon mécanique (figure 5 A) ou

digérés a I'aide d’enzymes (figure 5 B) pour en extraire la matrice extra cellulaire.

A
Extraction Dis§oci§tion Tocdiluiing
/' dela pulple mécanique g
e —
i ; Cellules souches
Expansion
cellulaire
B
Digestion
enzymatique === Tri cellulaire
—- - Oy 52 4 —_—
S Collagénase VS
\ Extraction di
) ispase ;
dela pulple P Expansion Cellules souches

cellulaire

Figure 5: schéma montrant la différence entre la technique d'explant (A) et la digestion enzymatique (B) pour
l'isolation des cellules de la pulpe dentaire (d’apres La Noce [49])

2.5.2.1 Digestion enzymatique

Les combinaisons enzymatiques généralement utilisées pour détruire les

structures extracellulaires sont [50-52] :

- 3mg/mL de collagénase de type | ;

- 4mg/mL de dispase de type Il ;
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Gronthos et son équipe sont les premiers a avoir isolé des DPSC. lIs ont utilisé

ce mélange enzymatique pendant 90 minutes a 37 degrés Celsius [14].

Mais I'étude de Vifia-Alumnia et son équipe a montré qu'il était possible d’accélérer et
de maximiser le nombre de DPSC obtenues en ajoutant a cette technique un
traitement par 2mg/mL d’EDTA pendant 10 minutes, 13ng/mL de thermolysine pendant

40 minutes et 1 minute de sonication [53].

La pulpe dentaire extraite est donc soumise a une digestion enzymatique a 37 degrés
Celsius pendant environ 1 heure en fonction de la méthode choisie, ce qui va permettre

la digestion des tissus et la libération des cellules.

La suspension cellulaire ainsi obtenue est filtrée sur un tamis cellulaire de 70 y et sera

ensuite placée dans un milieu de culture.

2.5.2.2 Culture d’explant

Dans cette technique, décrite par Couble et coll. [54], la pulpe est découpée en
explants de 1-2 mm?3 et directement placée dans des boites de pétri contenant un
milieu de culture supplémenté en antibiotiques et antifongiques (pénicilline,
streptomycine, amphotéricine B) et en sérum de veau feoetal.

Le tout doit étre placé dans un incubateur a 37 degrés Celsius et sous 5% de
CO2. Au bout de 4 a 8 semaines, on obtient une synthése et une minéralisation de la

matrice extra cellulaire, ce qui prouve la présence de précurseurs.

Les deux techniques, digestion enzymatique et culture d’explant permettent
I'obtention de DPSC, et les études ne révélent aucune différence dans la morphologie
cellulaire, le taux de prolifération, I'expression des marqueurs de cellules souches et
le potentiel de différenciation mésenchymateux [55]. Néanmoins la technique d’explant
a 'avantage d’étre plus simple et plus accessible financierement [56].
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2.5.3 Amplification

Il 'y a différentes techniques de séparation cellulaire possibles pour séparer et
dissocier les DPSC des autres cellules : par migration et multiplication, par adhésion
au plastique des boites de Petri, par taille en utilisant des tamis de différents diametres,
par tri cellulaire magnétique ou par fluorescence [57].

Les techniques les plus précises et les plus utilisées sont le tri cellulaire
magnétique et par fluorescence (figures 6 et 7) : elles visent a identifier, quantifier et
séparer les cellules en fonction de leurs propriétés intracellulaires (ADN, ARN,

protéines) ou leur phénotype (antigénes présents a leurs surfaces).

2.5.3.1 Tri cellulaire par fluorescence (FACS : Fluorescence
Activated Cell Sorting)

Le tri cellulaire activé par fluorescence (FACS) est un type spécialisé de
cytométrie en flux. Il fournit une méthode de tri d'un mélange hétérogéne de cellules
dans deux conteneurs ou plus, une cellule a la fois, en fonction des caractéristiques
spécifiques de diffusion de la lumiére, de fluorescence de chaque cellule ou encore en
fonction de sa taille et de sa structure (figure 6). Il permet un enregistrement rapide,
objectif et quantitatif des signaux fluorescents provenant de cellules individuelles, ainsi

qu'une séparation physique des cellules [58].
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Figure 6: tri cellulaire par fluorescence (selon Berger [59])

2.5.3.2 Tri cellulaire magnétique (MACS : Magnetic Activated Cell
Sorting)

La séparation des cellules par magnétisme repose sur des anticorps couplés a
des billes magnétiques (figure 7). Au cours de l'incubation avec une suspension
cellulaire, le complexe anticorps / billes se lie aux cellules exprimant I'épitope
correspondant. Lorsque la suspension cellulaire est placée dans un champ
magnétique, les cellules marquées magnétiquement sont conservées, tandis que les
cellules non marquées peuvent étre éliminées. Pour récupérer les cellules marquées,
I'échantillon est retiré du champ magnétique. [58]

Il est également possible de marquer toutes les cellules dont on n’a pas besoin
et de récupérer uniquement les cellules non marquées. L'intérét de cette technique est

de ne pas dénaturer ou activer ces dernieres.
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Figure 7: tri cellulaire magnétique (selon Berger [59])

2.5.4 Conservation

Une fois les DPSC identifiées, triées et mises en culture, elles peuvent étre
conservées afin d’étre utilisées dans le futur car ces cellules ont le potentiel de se

différencier en plusieurs types de cellules comme vu précédemment.

Bien que cette capacité unique leur confére une grande valeur, les cellules
souches sont également trés vulnérables aux changements d’environnement et
doivent étre traitées avec précaution. Les changements de température, en particulier,
peuvent affecter la fonction des cellules. Des contréles de qualité appropriés doivent

donc étre mis en place pour éviter de compromettre leur valeur thérapeutique.
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La cryopréservation des cellules assure leur stabilité, leur disponibilité en cas de
besoin et maintient une diversité de lignées cellulaires.

Le processus de cryopréservation des cellules souches implique la récolte des
cellules, I'ajout d’'un cryoprotecteur, la congélation des cellules, et finalement leur
décongélation en cas de besoin.

Comme les cellules souches se différencient facilement, chaque étape doit étre
réalisée de maniere a optimiser la viabilité cellulaire tout en préservant un état

indifférencié.

La procédure de congélation des cellules souches implique généralement un
refroidissement en présence d'un cryoprotecteur pour protéger les cellules des effets
néfastes de la déshydratation et de la formation de glace intracellulaire.

Beaucoup de solutions cryoprotectrices différentes sont disponibles dans le
commerce, stériles et testées aux endotoxines [60].

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est I'un des cryoprotecteurs couramment utilisé,
en raison de son efficacité et de sa polyvalence.

Comme la plupart des cryoprotecteurs, le DMSO est toxique pour les cellules si celui-
ci est présent en grande concentration ou que les cellules y sont exposées trop
longtemps [61]. Pour cette raison, il doit étre éliminé ou dilué dés que possible aprés

la décongélation des cellules.

L'utilisation d'une technique de congélation a vitesse controlée qui refroidit les
cellules a -80 ° C a une vitesse de 1-2 ° C / min est considérée comme standard
[62,63]. Pour cela, on place les vials de cellules dans un récipient de congélation rempli
d’alcool isopropylique. Ensuite le tout est immergé dans de I'azote liquide a -196

degrés Celsius.

2.6 Reglementation en vigueur

Actuellement, de plus en plus de compagnies de banques biologiques proposent
de récolter, isoler et conserver les cellules souches des dents de lait, des dents
surnuméraires, des dents qui doivent étre extraites pour raisons orthodontiques ou des
dents de sagesse incluses afin qu’elles puissent étre utilisées s’il y en a la nécessité
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dans le futur. Il y a plusieurs compagnies en Suisse qui proposent ce service comme
le Rhone Dental Clinic ou le Future Health Biobank, ou encore le ToothBank aux Etats-

Unis.

En France, la loi interdit le développement de ces banques commerciales car
seul le don de cellules allogéniques a des banques de nature non commerciales est

autorisé [64].

En effet c’est en 1994 qu’en France est crée une loi de « bioéthique » pour garantir le
respect du corps humain dans le cadre des pratiques médicales et d’encadrer le don

et 'utilisation des éléments issus d’un individu.

C’est pour la premiére fois qu’en 2011, une biobanque privée nommée I'Institut
Clinident Biopharma (ICB) s'’installe en France et dit avoir pour but de devenir « la
premiére biobanque privée pour la préparation et la conservation pour un usage
thérapeutique autologue des cellules souches dentaires ».

En juin 2011 L'’Agence frangaise de sécurité sanitaire des produits de santé
(AFSSAPS) lui autorise « d’exercer les activités de préparation et de conservation de
tissus (pulpe dentaire et ses cellules souches dentaires) utilisés a des fins

thérapeutiques autologues », mais annule cette décision en octobre 2011.

A la suite de cela, I'ICB a saisi le tribunal administratif de Clermont Ferrand pour juger
la Iégalité de la décision de TAFSSAPS.

Le tribunal a jugé que « la conservation de la pulpe dentaire et son exportation a des
fins autologues potentielles ultérieures, sont contraires aux dispositions des articles L.
1243-2 et L. 1245-5 du code de la santé publique qui n'envisagent ces activités qu'a
des fins thérapeutiques avérées. En outre, le code civil dans ses articles 16-1 alinéa 3
et 16-5 affirme le principe de non-patrimonialité du corps humain. Ce principe interdit
le fait pour une personne de conclure une convention a titre onéreux, pour que soient
conservés dans des conditions techniques adaptées, les éléments de son corps. Ce
sont les raisons pour lesquelles, en application de la jurisprudence administrative
(Conseil d'Etat, 26 octobre 2001, Ternon), le directeur général de I'AFSSAPS, par

décision du 14 octobre 2011, a pu procéder au retrait de l'autorisation du 14 juin 2011
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en ce qu'elle était illégale et ce dans le délai de quatre mois prescrit par cette
jurisprudence ». La décision finale est rendue en juillet 2013 et interdit I'installation
d’ICB en France [65].

Pour l'instant il n'est donc pas possible de conserver ses cellules souches en
France ni de les utiliser dans le but d’'un traitement autologue. Il faudra attendre et
esperer que dans les prochaines révisions de la loi bioéthique ce sujet soit abordé et

qgu’il y ait un changement qui permette a ces biobanques de s’installer en France.
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3 Ingénierie tissulaire

3.1 Deéfinition

La perte partielle ou totale d'un organe chez un individu représente un probléme
clinique majeur. Les difficultés liées au remplacement chirurgical de l'organe sont
principalement la pénurie de donneurs d'organes et le risque accru d'infection associé
a l'implantation de matériaux étrangers. Pour remédier a ces problémes, le domaine
de I'ingénierie tissulaire, qui applique les principes et les méthodes de l'ingénierie aux
problémes biomédicaux, a vu le jour [66].

Les technologies d'ingénierie tissulaire englobent ['utilisation de matériaux
synthétiques ou naturels comme substituts biologiques pour la réparation ou la
régénération des tissus et le recrutement de cellules pour stimuler la fonction des

organes.

Dans la premiére application de l'ingénierie tissulaire moderne a une maladie,
Chick et al. ont placé des cellules d'llots de pancréas dans des membranes semi-
perméables pour ameliorer la régulation du glucose chez des individus diabétiques
[67]. Actuellement, la peau cultivée artificiellement, constituée de cellules
fibroblastiques ensemencées sur des échafaudages constitués de collagéne, est
utilisée en pratique clinique dans le traitement des bralures et des ulceres diabétiques
[68]. En conséquence, la peau a été le premier organe créé artificiellement a avoir regu

I'approbation de la FDA (Food and Drug Administration) aux Etats-Unis.

En ingénierie tissulaire, des patrons constitués de biomatériaux naturels ou
synthétiques vont étre utilisés. Appelés « scaffolds », ce qui signifie échafaudage en
anglais, ils vont fournir un environnement tridimensionnel (3D) pour soutenir
I'adhésion, la prolifération, la différenciation cellulaire et la délivrance de facteurs de
croissance permettant la différenciation des cellules pour générer les tissus désirés
[69]. Ainsi, le scaffold est une structure temporaire qui se dégrade dans le temps de
maniére controlée et qui est éventuellement remplacée par une matrice extra cellulaire

et le tissu d'intérét nouvellement formé.
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Les types de matériaux et la conception d'un scaffold sont difficiles et les
caractéristiques vont varier en fonction du tissu voulu.
Une dent, comme un os, est classée dans les tissus durs, mais les différences
principales entre les processus ostéogeénique et odontogeéne affectent la conception
de leur scaffold. Par exemple, les signaux des cellules épithéliales sont nécessaires
pour initier la différenciation des pré-odontoblastes en odontoblastes. Les
odontoblastes présentent une polarité de sorte que la condition préalable a la
génération de la dentine est I'alignement des odontoblastes a la surface de la matrice
ou de la dentine existante, alors que les ostéoblastes ne présentent pas de polarité
[70]. Les propriétés nécessaires a la construction d’'un scaffold pour la croissance de

tissu osseux ne vont donc pas étre les mémes que pour les tissus dentinaires.

Des propriétés mécaniques tel que la porosité (taille des pores, son volume et sa
structure), le taux de biodégradation, la biocompatibilité et la faible immunogénicité
vont donc étre des caractéristiques importantes a prendre en compte dans la sélection
d’un scaffold afin d’assurer le résultat souhaité. Nous allons donc voir ici les différents
scaffold que nous pourrions utiliser pour recréer une dent et leurs méthodes de

fabrication.

3.2 Les difféerents types de scaffolds pour la régénération dentaire

Les scaffolds imitent la matrice extracellulaire naturelle et peuvent étre fabriqués
a partir de matériaux naturels ou synthétiques. Le scaffold doit étre biocompatible et
biodégradable, favoriser la fixation et la croissance des cellules, puis faciliter le
développement de nouveaux tissus et organes. Des matériaux dérivés de sources
naturelles telles que le collagene ont été fréquemment utilisés comme matrices

extracellulaires, car ils imitent I'environnement cellulaire natif [71].

Divers polymeéres synthétiques biodégradables, tels que I'acide poly-glycolique
(PGA) [72], le copolymere poly-I-lactique-caprolactone [73] et le copolymeére d’acide
polyglycolique-poly-I-lactique [74] ont également été utilisés comme scaffolds pour

l'ingénierie tissulaire.
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Les matériaux synthétiques présentent certains avantages car leurs propriétés telles
que la résistance, la période de dégradation, la porosité et la microstructure peuvent
étre contrélées au cours de la fabrication. La fixation cellulaire a ces polymeéres peut
étre améliorée soit en modifiant le polymére chimiquement, soit en le revétant.

Les scaffolds en polymére peuvent étre fabriqués facilement et de maniere
reproductible dans des formes et des tailles définies lors de la conception d'une

stratégie optimale d'ingénierie tissulaire [75].

Nous allons donc voir dans cette partie les différents matériaux et techniques qui
peuvent étre utilisés pour fabriquer des scaffolds propices a la croissance des cellules

souches et que I'on pourrait utiliser par la suite pour la régénération dentaire.

3.2.1 Les scaffolds en polymeéres biologiques

Les matériaux naturels provenant de plantes ou d'animaux présentent
généralement d'excellentes propriétés pour les applications biomédicales, notamment
une bonne biocompatibilité, bioactivité et de la biodégradabilité. De nombreux
polymeres naturels tels que le collagene, le chitosan, la soie, l'alginate et l'acide
hyaluronique sont fréquemment utilisés dans l'ingénierie tissulaire du tissu dentaire,

seule ou en combinaison avec d'autres matériaux synthétiques.

3.2.1.1 A base de collagéne

Le collagene est une protéine fibreuse largement répandue dans le corps et
trouvée dans la matrice extracellulaire de plusieurs tissus dentaires, en particulier la
dentine. L'éponge de collagéne présente de nombreux avantages en tant que scaffold,
notamment sa composition similaire a celle de la matrice extracellulaire, sa faible
immunogénicité et cytotoxicité, ainsi que I'efficacité avec laquelle elle peut former

différentes formes [71].
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Les scaffolds et les gels d'éponges de collagéne ont été étudiés pour la
régénération des dents et les résultats indiquent que ces matériaux naturels retiennent
les cellules, favorisent la prolifération et la différenciation cellulaires et aident a la

formation de tissus calcifiés [76].

Lors de I'ensemencement de DPSC sur un scaffold de collagéne pendant 6 semaines,
I'établissement d'un tissu pulpaire a été observé, démontrant que les scaffolds de
collagéne pourraient stimuler une formation de matrice comparable a celle des tissus

pulpaires [77].

Une nouvelle technique a été développée par Honda et al. [78] pour ensemencer
séquentiellement des cellules épithéliales et des cellules mésenchymateuses sur des
scaffolds de collagéne et combiner directement les deux types de cellules pour ensuite
étre implantées chez des rats immunodéprimeés.

Les résultats ont montré qu'en utilisant cette technique, la morphologie de la dent
développée in vivo ressemblait a une dent naturelle et qu'une seule structure de dent
etait générée dans chaque scaffolds, ce qui a confirmé que la technique
d'ensemencement cellulaire proposée pouvait étre utilisée pour contrdler la

morphologie des dents régénérées.

Le collagéne favorise naturellement I'adhésion cellulaire, la migration et la
prolifération de celles-ci, mais ses propriétés mécaniques ne sont pas trés élevées. |
est souvent nécessaire de combiner le collagene avec d'autres matériaux pour

améliorer sa rigidité mécanique [79].

3.2.1.2 A base de chitosan

Le chitosan est un polysaccharide obtenu par la désacétylation de la chitine, qui
est un élément principalement retrouvé dans I'exosquelette des crustaceés.
Biocompatible et biodégradable, il est actuellement utilisé avec d'autres polyméres

dans diverses applications en ingénierie tissulaire [80,81].
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Un systéme de co-culture multicouche tridimensionnelle utilisant des mélanges
de collagéne de type | et de chitosan a été mis au point et ensemencé avec des DPSC
et des cellules épithéliales dentaires Hat-7 afin de déterminer les interactions épithélo-
mésenchymateuses. Les résultats ont montré que cette technique facilitait la co-
culture de cellules épithéliales et mésenchymateuses et, aprés 24 jours de culture, des
dépbts de calcium ont été observés. L'unicité de ce scaffold réside dans sa structure
bio-mimétique en couches macroscopiques a caractéristiques mécaniques réglables

qui soutient le mouvement des deux types de cellules dans toutes les directions [82].

Un groupe de chercheurs a étudié diverses formes de chitosan et mis au point une
membrane bicouche composée d'un film dense d'un cé6té et d'une éponge
macroporeuse contenant des microparticules de TGF-f3 / chitosan de l'autre coté pour
étudier la dentinogénese. lls ont observé une augmentation drastique de la
prolifération de cellules ressemblant a des odontoblastes et la formation de dentine in

vitro et in vivo [83].

Méme si pour le moment aucune étude n’a été faite avec le chitosan seul pour
de la régénération d’une dent compléte, combiné avec d’autres polymere c’est un
materiau prometteur pour la régénération de tissus dentaires et pourrait nous étre utile
dans le futur dans le processus de création de scaffold de germes de dents ou de

dents matures a implanter.

3.2.1.3 A base de protéines de soie

Les protéines a base de soie sont biodégradables, biocompatibles, non
immunogénes [84] et les scaffolds qui en sont constitués se sont révélés utiles dans
I'ingénierie tissulaire du tissu osseux [85,86].

L'étude de Xu et al. en 2008 est la premiére a caractériser les tissus issus a partir de
cellules de bourgeon dentaire ensemencées sur des scaffolds en soie et indique que
ces derniers peuvent étre utiles pour guider la formation de tissu minéralisé de tailles

et de formes précises [87].
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Néanmoins pour le moment méme s'il a été beaucoup étudié pour la régénération
du tissu osseux, peu d’études ont été faites avec ce matériau en ingénierie tissulaire

du tissu dentaire, il faut donc poursuivre les recherches a ce niveau.

3.2.1.4 A base d’alginate

L'alginate est un polysaccharide naturel qui forme un hydrogel stable qui fournit
une matrice favorable a la prolifération et a la différenciation cellulaire. L'alginate
présente un intérét particulier pour un large éventail d'applications en tant que
biomatériau et en particulier en tant que matrice de soutien ou systeme
d'administration pour la réparation et la régénération des tissus. En raison de ses
propriétés en termes de biocompatibilité, de biodégradabilité et de non-antigénicite,
I'alginate a été largement utilisé dans diverses applications biomédicales, notamment

en ingénierie tissulaire et dans I'administration de médicaments [88].

Moshaverinia et al. ont développé en 2012 un scaffold injectable et biodégradable
a base de microbilles d'alginate oxydées encapsulant des PDLSC et des GMSC et les
résultats ont montré que l'alginate est un candidat prometteur en tant que scaffold non
toxique pour ces cellules. |l a également la capacité de diriger la différenciation de ces
cellules souches vers des tissus ostéogénes et adipogénes. Cela a montré que
I'immobilisation de PDLSC et de GMSC dans des microsphéres d'alginate constitue
une stratégie prometteuse pour l'ingénierie du tissu osseux [89].

Une étude de Dobie et al. a montré qu'un hydrogel d'alginate contenant du TGF-
B1 peut induire une différenciation odontoblastique de DPSC et augmenter la sécrétion
de matrice dentinaire [90]. Il a été également démontré que la conservation de DPSC
dans des microsphéres d’alginate peut préserver leur viabilité et améliorer leur
production de tissu minéralisé pendant trois semaines [91]. Ces capacités en font un
biomatériau prometteur et pourraient permettre par la suite de l'utiliser en tant que

vecteur pour I'implantation de germes dentaires reconstitués dans la cavité buccale.
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3.2.1.5 A base d’acide hyaluronique et de peptides

Le nom acide hyaluronique a été inventé pour le polysaccharide constitué de
hyalos (qui signifie vitreux) et d’acide uronique. C’est un polysaccharide naturel
hautement conservé chez les mammiféres qui constitue le composant principal de la
matrice extra cellulaire dans les tissus conjonctifs.

L'acide hyaluronique et ses dérivés sont réputés avoir un excellent potentiel en
ingénierie tissulaire. En effet, il peut étre modifié chimiquement et structurellement pour
diverses applications [92].

Des combinaisons de facteurs de croissance couplés avec une éponge d'acide
hyaluronique peuvent servir a la régénération de la pulpe dentaire [93]. En effet,
I'éponge d'acide hyaluronique présente la structure physique, la biocompatibilité et la
biodégradation appropriées en tant que vecteur pour la régénération de la pulpe
dentaire. Dans cette méme étude les scaffolds en acide hyaluronique ont également

entrainé moins d’inflammation que les scaffolds en collagéne [93].

Dans les applications d'ingénierie des tissus durs, notamment les os, le cartilage
et la dentine, les scaffolds de protéines ou de peptides sont de plus en plus utilisés.
Cela est principalement dd au fait que les peptides sont principalement des matériaux
biologiques a I'échelle nanométrique qui pourraient étre facilement incorporés dans
des constituants organiques ou inorganiques afin de fabriquer divers types de
nanocomposites. Ces scaffolds présentent des caractéristiques de biocompatibilité
trés intéressantes et des caractéristiques physico-chimiques bénéfiques qui aident a

stimuler l'interaction cellulaire et a stimuler la production de matrice tissulaire [94].

Les peptides a auto-assemblage ou les amphiphiles peptidiques sont basés sur
le principe des interactions protéine-protéine et du repliement des protéines.
Dans une étude de Galler et al., deux lignées de cellules souches dentaires (SHED et
DPSC) ont été combinées a des scaffolds formés par des hydrogels peptidiques
amphiphiles et ont montré des différences de morphologie, de prolifération et de
comportements de différenciation. Les SHED ont produit du collagéne synonyme
d’une formation de tissu mou alors que les DPSC ont présenté des marqueurs

d’ostéoblaste, preuve de la formation de tissu minéralisé [95].
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Les hydrogels étant faciles a manipuler et pouvant étre introduits dans de petits
défauts, ce nouveau systéme pourrait convenir a la conception de matrices molles et
a la fois minéralisées pour la régénération des tissus dentaires. Nénamoins, ces
hydrogels d’acide hyaluronique et de peptides, mémes s’ils sont prometteurs pour la
fabrication de scaffolds pour la régénération partielle de tissus dentaires, n'ont pas
montré a ce jour d’intérét pour une utilisation a des fins de régénération d’une dent

compléte.

3.2.2 Les scaffolds synthet ques

Les biomatériaux synthétiques peuvent étre fabriqués a partir de polymeéres
organiques tels que le poly-acide-lactique (PLA), le poly-acide-glycolique (PGA), le
PLGA (PLA et PGA combinés) et le poly-caprolactone (PCL) ou a partir de matériaux
inorganiques de calcium et de phosphates tels que I'hydroxyapatite (HA).

Les matériaux synthétiques présentent de nombreux avantages car il est possible de
fabriquer ces matériaux dans des conditions contrdlées pour produire la structure
souhaitée en termes de temps de dégradation, de porosité, de rigidité-élasticité, de
texture, de forme et d'hydrophilie [96].

Cependant ils manquent de bioactivité et de reconnaissance biologique inhérent, ce
qui impose des manipulations supplémentaires pour améliorer leur activité biologique
[96].

3.2.2.1 A base d’acide poly-glycolique (PGA)

L'utilisation de PGA seul ou en combinaison avec d'autres matériaux
synthétiques ou naturels constitue un des scaffolds les plus étudiés pour la
régénération de tissus dentaires, en particulier de la pulpe [97,98].

Le PGA est un matériau biodégradable qui produit un métabolite naturel, I'acide
glycolique, qui est éliminé de I'organisme par des voies métaboliques naturelles. C’est
de ¢a que sont fabriqués la plupart des fils de sutures résorbables que nous utilisons.

Cela rend le PGA plus approprié pour les applications cliniques car il a déja été
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approuvé sans risque pour la santé par les divers organismes de réegulation des
médicaments.

Plusieurs études qui avaient pour but de récréer une dent compléte de novo ont utilisé
des scaffolds en PGA et ont réussi a obtenir tous les tissus composant la dent avec

une morphologie plus ou moins correcte selon les études [99-101].

3.2.2.2 A base d’acide poly-lactique-co-glycolique (PLGA)

Le PLGA est un copolymére qui tire parti des avantages du PGA et du PLA en
tant que monomeéres pour générer un échafaudage optimal avec des propriétés
mécaniques et physico-chimiques appropriées et un taux de dégradation ajustable.

Des scaffolds fabriqués a partir de PLGA ont été utilisés avec succés dans
plusieurs études pour la bio-ingénierie d'une couronne dentaire ou d’'une dent
compléte, comme par exemple I'étude de Young et al. en 2002 [102]. La génération de
structures dentaires s'est produite lorsque les chercheurs ont chargé des cellules du
bourgeon dentaire sur des scaffolds de PLGA et les ont implantées dans la colonne
vertébrale de rats athymiques.

L'orientation de la fibore PLGA détermine la morphologie des cellules souches et n'a

aucun impact a long terme sur 'alignement des cellules [103].

L'incorporation de matériaux inorganiques comme I'HA dans les scaffolds en
PLGA fournit également un environnement approprié pour favoriser une régénération
efficace du tissu dentaire. Les scaffolds en PLGA / HA favorisent la différenciation des
cellules souches du bourgeon dentaire de porc vers un phénotype odontoblastique
[103].

3.2.2.3 A base d’hydroxyapatite (HA)

L’'HA constitue le principal composant minéral de la dentine. Par conséquent,
l'utilisation d'HA, en particulier sous une forme nanométrique, imite les nanocristaux

d'HA dans les tissus dentaires.
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La fabrication de scaffolds nano ou microstructurés pour imiter des structures et
des configurations tridimensionnelles d'os ou de dents naturels ont fait I'objet de
nombreuses études. Une nouvelle stratégie pour l'auto-assemblage de nanotiges
d'hydroxyapatite unidimensionnelles avec un emplacement choisi pouvant simuler une
structure osseuse ou « semblable a 'émail » a été rapportée [104].

Des scaffolds cylindriques d’HA poreux a centre creux ont été mis en place pour la
régénération dentaire, et des cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse ont
été ensemencées dans leurs pores. Ces scaffolds ont été implantés dans le dos de
rats pendant 4 semaines et les résultats ont indiqué que l'ostéogenése dans les pores

des scaffolds composite cellule / HA était clairement favorisée [105].

Des échafaudages synthétiques en HA (ENGlIpore ©) combinés avec des cellules
souches du follicule dentaire humain (hDFSC) ont été cultivés in vitro pour analyser la
structure morphologique et la production de matrice extracellulaire.

Il a été observé qu’au bout d’'une semaine, une fixation et une colonisation intenses
des cellules de forme polygonale au scaffold en HA. Aprés 6 semaines, une
organisation 3D des cellules et la présence de matériel dense autour des grappes de

cellules ont été observées [106].

Des cellules de papille dentaire porcine ont été ensemencées sur un scaffold de
phosphate tricalcique béta (3-TCP), puis ce scaffold cellulaire a été transplanté chez
une souris athymique. Les résultats ont montré qu'une structure de type complexe

dentino-pulpaire pouvait étre formée avec succes [107].

La culture cellulaire de DPSC dans des scaffolds nanofibreux a plusieurs parois
de poly (acide L-lactique) (PLLA) / nanotubes de carbone (MWNT) / hydroxyapatite
(HA) pourrait également étre utilisée en tant que scaffold potentiel dans l'ingénierie

des tissus dentaires [108].
La littérature scientifique suggére donc que l'utilisation de scaffolds fabriqués a

base d’hydroxyapatite (HA), biocompatible et non toxique, serait efficace combinée

aux cellules souches pour la régénération de la dentine ou d'un complexe dentino-
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pulpaire, mais elle ne semble pas présenter d’intérét pour la régénération de dents

complétes, a moins d’étre combinée a d’autres polyméres tel que le PLGA.

3.2.2.4 A base de poly-caprolactone (PCL)

Le PCL est un autre polymére synthétique utilisé pour la régénération des tissus
durs, comme l'os. Les scaffolds de PCL sont biocompatibles, ont de faibles taux de
dégradation et soutiennent I'adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules
odontogenes [109].

Une étude de Yang et al. a montré que I'ajout de nano HA dans un nanocomposite
de PCL/ gélatine a considérablement favorisé la différenciation odontogéne des DPSC
de rats ensemenceés in vitro et in vivo par rapport au scaffold PCL / gélatine dépourvu
de nano HA [110].

Mais, méme s’il présente des capacités intéressantes en ingénierie tissulaire des
tissus dentaires, il n'a pas été utilisé dans les études de régénération de dents

complétes.

Parmi les différents types de matériaux synthétiques que nous avons vus, ceux
qui ont été le plus utilisés et qui présentent le plus d’intérét dans la bio ingénierie de
dents complétes sont le PGA et le PLGA.

3.3 Les facteurs de croissance

En ingénierie tissulaire, pour avoir une construction appropriée pour la génération
de nouveau tissu chez I'héte, il y a une nécessité de molécules bioactives exogénes
telles que des facteurs de croissance, des morphogéenes ou des molécules dérivées
de la MEC (Matrice Extra Cellulaire), afin de générer des tissus ou des organes
appropriés. Ces biomolécules peuvent favoriser le processus de guérison et permettre
une régénération efficace des tissus. Les facteurs de croissance incorporés dans les

scaffolds recrutent des cellules sur le site du défaut pour le traitement des tissus
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malades. lIs régulent généralement I'activité cellulaire et induisent la prolifération des
cellules souches ou progénitrices et leur différenciation en une lignée spécifique en se

liant a des récepteurs spécifiques de la membrane cellulaire [111,112].

Plusieurs molécules de signalisation sont polyvalentes et ont les mémes effets
stimulants dans différents types de cellules. En revanche, différentes réponses avec
un certain degré de spécificité peuvent étre provoquées par le méme signal dans
divers tissus ou méme sur différentes périodes de temps. Diverses voies de
signalisation et molécules ont été identifiées dans les processus de détermination des
caracteristiques morphologiques des dents telles que la taille de la couronne, le type
de motif de la cuspide et la longueur de la dent, ainsi que dans la réparation de la
pulpe et de la dentine. Ces composants de signalisation : Shh, FGF, BMP et Wnt,
régulent l'activité cellulaire dans la régénération du tissu dentaire en organisant les

interactions réciproques entre les cellules épithéliales et mésenchymateuses [113].

Récemment, plusieurs facteurs de croissance associés a divers matériaux et
cellules ont été utilisés avec succes pour favoriser la régénération dentaire dans les
contextes précliniques et cliniques. Les TGF, les BMP, le facteur de croissance dérivé
des plaquettes (PDGF), le facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF) et le FGF-

2 sont les molécules de signalisation les plus étudiées en ingénierie tissulaire.

3.3.1 PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

Le PDGEF est le premier facteur de croissance dont la forme recombinante a été
approuvée par la FDA [114].
Les résultats prometteurs d'études extensives précliniques, en particulier sur la
régénération parodontale et péri-implantaire, montrent la capacité puissante du PDGF
en contexte clinique. Le PDGF est un facteur de croissance bien caractérisé pour les
biomatériaux dentaires destinés aux applications d'ingénierie buccale et dentaire. I
s’agit d’'une glycoprotéine de poids moléculaire éleve, principalement libérée par les
plaquettes, les cellules inflammatoires et 'os endommagé [115].
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Le PDGF régule le taux de prolifération et affecte la différenciation odontoblastique.
Cependant son potentiel de différenciation varie selon les diméres du PDGF.

Le PDGFRa et le PDGF-A régulent spécifiquement l'interaction épithélio-
mésenchymateuse prolongée au cours de la morphogenése des dents et du palais
[116].

Le PDGF exerce un effet stimulant sur la formation d’une matrice de dentine
minéralisée, et posséde un potentiel de régénération dans divers tissus de la bouche,
notamment le cément, la gencive et I'os alvéolaire [117,118].

Néanmoins, bien que le rble vital du PDGF dans la minéralisation des tissus soit

indéniable, une libération exogéne continue du PDGF inhibe la cémentogenése [119].

Compte tenu de la grande capacité de régénération du PDGF, de nombreux
groupes de recherche ont utilisé le PDGF en association avec des biomatériaux dans

des études précliniques.

3.3.2 BMP (Bone morphogenetic proteins)

Les BMP constituent un groupe unique de protéines de signalisation appartenant

a la superfamille du TGF-.

Une recherche bibliographique approfondie a révélé I'importance des BMP dans la
signalisation cellulaire pour la différenciation des odontoblastes et la stimulation de la
formation de dentine réactionnelle, d'ou leur nécessité pour la régénération dentaire
[120]. Les BMP sont considérées comme des facteurs ostéoinducteurs qui ont la
capacité de réguler la formation des os et de la dentine [121]. L'analyse systémique
de I'expression des BMP montre différentes fonctions au cours de la morphogenése

dentaire, ainsi que des profils d'expression temporels et spatiaux concomitants [122].
Elles jouent un réle important dans l'ingénierie des tissus dentaires tout au long des
différentes étapes morphologiques de la génération des dents, de linitiation du

développement dentaire a la formation de la matrice. BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7
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et Gdf11 sont détectées lors de la différenciation des odontoblastes, et BMP-4 et BMP-
5 lors de la différenciation des améloblastes [122,123].

BMP-2 et -7 partagent un modeéle d'expression similaire. Elles sont exprimées dans
I'épithélium dentaire et le nceud d'émail [113]. Cependant, BMP-2 (mais pas BMP-7)

est nécessaire pour induire la différenciation des DPSC en odontoblastes [124].

La présence de récepteurs BMP, BMPR-IA, BMPR-IB et BMP-II sur les cellules de la
pulpe dentaire permettent a ces cellules de réagir puissamment aux signaux mediés
par les BMP [125].

La différenciation de diverses cellules souches en lignées dentaires nécessite
une interaction épithélio-mésenchymateuse. Cependant, l'utilisation de facteurs de
croissance et de substrats appropriés pourrait éliminer le besoin de cette interaction.
Selon les recherches, les BMP-2, -4 et -7 sont utilisées pour la communication et la
signalisation entre les cellules épithéliales et mésenchymateuses [113].

Ozeki et al. [126] ont réussi a différencier des iPSC de souris en cellules semblables

a des odontoblastes dans un scaffold en BMP-4 / collagéne.

3.3.3 TGF (Transforming Growth Factors)

Les effecteurs du TGF- sont impliqués dans la formation de la dentine et la
protection de la pulpe par l'expression des récepteurs TGF-B | et Il dans les
odontoblastes et les cellules pulpaires [24]. Il intervient dans diverses fonctions telles
que la différenciation des odontoblastes, la synthése de la MEC et la minéralisation de

la matrice, mais le mécanisme moléculaire exact n’a pas encore été clairement élucidé.

Il a été suggéré que le TGF-B stimule la formation de matrice dentinaire avec la
signalisation BMP et Wnt [127]. La présence de diverses isoformes de TGF-3
détectées dans les tissus de molaires humaines saines et cariées montre que le TGF-
B3 présente le niveau le plus élevé dans les tissus sains alors que le TGF-B1 présente
l'intensité la plus faible, et inversement dans les tissus atteints [128].
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L'effet stimulant du TGF-3 associé aux scaffolds a été étudié avec la prolifération
des odontoblastes et la formation de dentine dans les cellules de la pulpe dentaire, in
vitro et in vivo [129]. L'apparition de cellules ressemblant a des odontoblastes et de
nodules de calcification dans des groupes contenant du TGF-3 a confirmé le role positif
du TGF-B dans la culture in vitro. Les chercheurs ont observé un dép6t de matrice de
dentine tubulaire 3 mois aprés l'implantation d'un scaffold sous la capsule rénale d’'un
rat [129]. De méme, le TGF-B incorporé dans le chitosan a généré plus de dentine

réactionnelle que les témoins dans un modele de pulpe de chien [83].

3.3.4 IGF (Insulin-like Growth Factor)

Les IGF sont présents a différentes intensités au cours des différentes étapes du
développement dentaire [130]. Les IGF-1 et -2 sont des membres de la famille des IGF

composeés d'une seule chaine polypeptidique et reconnus par les récepteurs de I'lGF.

Les IGF ont le potentiel d’induire la prolifération et la différenciation des cellules de la
pulpe dentaire [131]. L'lGF-1 favorise la prolifération et la différenciation odontogéne
des DPSC humains (hDPSC) par l'activation des voies MAPK [132].

Des recherches ont porté sur I'impact des IGF sur la croissance et la différenciation
des cellules de la pulpe dentaire dans des conditions de culture sans sérum [133].
Les auteurs ont montré que les cellules pulpaires subissent une différenciation en
cellules ressemblant a des odontoblastes en culture sans sérum.

Wang et al. ont rapporté une influence différente des IGF sur les cellules souches de
la papille apicale (SCAP). Les résultats de cette étude ont indiqué que les IGF
entrainaient la différenciation ostéogénique des SCAP et réduisaient leurs capacités
odontogenes [134].

Les facteurs de croissance sont donc un élément important de lingénierie
tissulaire des tissus dentaires et il est nécessaire de mener davantage de recherches
a ce niveau-la pour comprendre le schéma complet de ces facteurs de croissance au
cours de I'odontogenése pour arriver un jour a une régénération dentaire parfaite in
vitro et in vivo.
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4 Recre rune dent : techniques et strate ies

4.1 Résumé de I’embryologie de I’organe dentaire

La dent résulte d'interactions réciproques entre les cellules épithéliales et
mésenchymateuses du premier arc du pharynx [135]. L'épithélium dentaire et les
cellules mésenchymateuses proviennent respectivement de 'ectoderme et de la créte

neurale cranienne.
L'odontogenése est un processus continu qui peut étre divisé en plusieurs stades

de développement distincts : lame dentaire, bourgeon dentaire, capuchon dentaire,

cloche dentaire et cloche tardive (figure 8) [113].

Différentiation Formation de la racine

Initiation Morphogénése et minéralisation et éruption
Lame dentaire Bourgeon Capuchon Cloche Cloche tardive
- = \ = - fo=ith) - ) = o=y == o — = Email
: / N
Ectoderme / " Dentine
Mésenchyme Placode dentaire =t A '

Noeud demail primaire

Noeuds démail secondaires  popitine Email
Pulpe  Racine

Os alvéolaire

Figure 8: les différentes étapes du développement de la dent (adapté du schéma de Thelselff [113])

L'épithélium dentaire sur le site des futures dents augmente d'abord en épaisseur pour
restreindre latéralement la zone de formation des dents et forme la lame dentaire.
L'épaississement local de I'épithélium conduit a la formation d'un placode dentaire au
niveau de la lame dentaire [136]. Le petit groupe de cellules placodales, en tant que
centre de signalisation précoce, exprime les molécules de signalisation pour réguler la

formation de bourgeons dentaires [137].

53



Les cellules épithéliales orales proliféerent et subissent une invagination dans la région
mésenchymateuse pour former un bourgeon dentaire. La prolifération des cellules
épithéliales dans le bourgeon se prolonge de maniére inégale dans ses différentes
parties pour générer le capuchon et les structures en forme de cloche qui en découlent,

appelées organes de I'émail et entourant la papille dentaire mésenchymateuse.

A partir du stade de capuchon, les cellules épithéliales se séparent en quatre types
différents : I'épithélium interne de I'émail (IEE), I'épithélium externe de I'émail (OEE),
le stratum intermedium et le réticulum en étoile [138].

L'IEE donne finalement naissance a des améloblastes produisant de I'émail. A ce
stade, les nceuds primaires d’émail se forment dans I'lEE. Le noeud d’émail est un
réservoir de génes liés a la voie de signalisation qui permet a la morphogenése
dentaire de progresser vers le stade de la cloche et de réguler la forme de la dent
[136].

Les signaux libérés par le nceud d’émail stimulent la croissance de I'épithélium basal
pour former des boucles cervicales qui finissent par s'engager dans les racines.
Au stade de la cloche, la croissance et le repliement du germe dentaire déterminent la

forme de la couronne en fonction du motif spécifique de la pointe de la cuspide [137].

Dans les dents a une seule cuspide, le nceud d’émail primaire forme la couronne
dentaire, alors que dans les molaires multicuspidiennes, le nceud d’émail secondaire

apparait a I'emplacement des futures pointes des cuspides [137].

Au stade de la différenciation, les améloblastes et les odontoblastes produisent une
matrice organique de dentine et d’émail qui, a son tour, se minéralise pour figer la
forme de la dent. L'épithélium interne et externe de I'émail forment la gaine épithéliale

de Hertwig (GEH), située entre la papille et le follicule dentaire [139].

La prolifération et la migration de la GEH vers le bas oriente la formation des racines
et induit les cellules souches de la papille dentaire (DPC) adjacentes a la couche
épithéliale interne de la GEH a se différencier en odontoblastes qui forment la dentine
radiculaire. La GEH se désintégre ensuite, créant une structure en forme de maille

appelée restes de cellules épithéliales de Malassez.
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Certaines des cellules de la GEH situées prés de la jonction cément-émail subissent
une apoptose induite par les cellules du follicule dentaire [140]. Cette structure permet
aux cellules du follicule dentaire de créer un contact avec la dentine radiculaire et de
se différencier vers une lignée cémentoblastique. Simultanément, les cellules du
follicule dentaire sécrétent des fibres de collagéne dans le cément et fixent la racine

dans l'os de la méachoire [139].

4.2 Régéneération d’'une dent compléte

La création de dents a l'aide de l'ingénierie tissulaire nécessite la génération
synchronisée de la couronne, de la racine et du ligament parodontal. Afin de créer une
dent fonctionnelle en bio-ingénierie, le processus naturel de formation du germe
dentaire par le biais de l'interaction entre I'épithélium et le mésenchyme doit étre imité.
Des recherches ont montré que n’importe quelle cellule mésenchymateuse ou
épithéliale ne peut pas régénérer de maniére indépendante des structures dentaires

appropriées [141].

Jusqu'a présent, deux stratégies principales sont en cours de développement
pour reconstituer une dent : la transplantation chez I'héte de constructions cellules /
scaffolds préparées in vitro [142] et |la recréation du développement embryonnaire de

dents naturelles par implantation de cellules souches [143] (figure 9).
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Figure 9 : stratégies pour remplacer une dent par ingénierie tissulaire.
Des dents pleinement fonctionnelles peuvent étre régénérées in vivo par la transplantation de germes de dent
créés par ingénierie tissulaire, ou d’unités dentaires développées par bio ingénierie (Adapté d’apres le schéma
d’Oshima [144])

Nous allons voir ici les techniques et procédés de manipulation des cellules qui

pourraient nous permettre d’obtenir de nouvelles dents chez 'lhomme.

4.2.1 Utilisation de scaffolds biode radables

Comme nous l'avons vu précédemment dans toute la partie 2, les scaffolds ont
contribué a la régénération a grande échelle des tissus endommagés par
I'ensemencement de cellules souches sur des matériaux biodégradables tels que des

molécules naturelles et des polymeéres synthétiques.

Young et al. [102] ont été les premiers a produire des dents modifiées par
ingénierie tissulaire avec cette technique. Les chercheurs ont cultivé des cellules du
bourgeon dentaire de la troisieme molaire de porc dissociées par voie enzymatique
sur divers scaffolds pour permettre des interactions épithélio-mésenchymateuses
entre les cellules, puis les ont implantés entre les deux feuillets du péritoine de rats.
Les analyses histologiques et moléculaires des scaffolds implantés ont montré une
structure dentaire reconnaissable composée de dentine, d'émail et de la GEH, 35

semaines apres l'implantation (figure 10). Cependant, les dents régénérées étaient
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assez petites et 85% des tissus nouvellement formés présentaient des morphologies

dentaires irréguliéres [145].

Figure 10: histologie et immunohistochimie d'un unité dentaire de 30 semaines. (A) Structures de dentine et d'émail dans un
tissu dentaire bio-congu de 30 semaines marqués a [’hématoxyline et a I’éosine (H&E) (50X). (B) Coloration H&E de la
dentine, de l'émail et de cellules cémentaires (400X). (C) Coloration H&E des cellules des organes de l'émail (400X). (D)
Coloration H&E des cellules des organes de l'émail d'une troisieme molaire porcine (400X). (E) Expression de l'amélogénine
dans les améloblastes et l'émail. (400X). (F) Contréle pré-immun négatif pour l'immunocoloration a l'amélogénine (400X).
(G) Expression de la sialoprotéine osseuse (BSP) dans la dentine (400X). La surexpression de BSP est indiquée par des
fleches. (H) Expression de BSP dans la dentine d'une troisieme molaire porcine (400X). Abréviations : am, améloblaste; d,
dentine; si, stratum intermedium, sv, réticulum étoilé. (adapté de la figure de Young et al. [102])

Différents paramétres tels que les matériaux pour la construction du scaffold et les
contraintes mécaniques ont également été examinés dans le but d'améliorer le taux

de réussite de la régénération dentaire [76,146].

Des études utilisant des éponges de collagéne / gélatine ou des copolymeéres d'acide
polyglycolique / poly-L-lactate-co-glycolide (PLA / PLGA) ont montré la génération
partielle de la structure du tissu dentaire par ensemencement de cellules épithéliales
et mésenchymateuses isolées [76,78,102,147,148].
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Cette méthode basée sur I'utilisation d’un scaffold peut étre pratique pour contréler la
forme et la taille de la dent. Cependant, il y a des problémes fondamentaux concernant
la régénération de la dent elle-méme qui n'ont pas encore été résolus. En effet la
présence de matériau résiduel du scaffold aprés une transplantation in vivo est
considérée comme étant un probléme. Les reliquats peuvent causer une irrégularité

de structure des tissus dentaires [102,147].

La génération compléte de la structure dentaire appropriée a l'aide de scaffolds
nécessite la formation de jonctions complexes entre I'émail, la dentine et le cément
résultant d’'un positionnement spatio-temporel cellulaire précis des ameloblastes, des
odontoblastes et des cémentoblastes a I'image du développement naturel des dents
[23,149].

Malgré tout cela, les scaffolds ensemencés par des cellules souches restent une voie
trés prometteuse pour la régénération de tissus dentaires et les recherches continuent

pour trouver les matériaux qui y seront le plus propice.

4.2.2 Utilisation de la met ode d’agre ation cellulaire

La méthode d'agrégation cellulaire est connue en tant que protocole de bio-
ingénierie typique utilisé pour la reconstitution d'un germe d'organe afin de reproduire
les interactions épithélio-mésenchymateuses qui se produisent pendant

I'organogenese [23].

Des études antérieures ont montré que la transplantation d'agrégats de cellules
d'origine ectodermique, tels que le follicule pileux et la glande mammaire, entraine la
régénération in vivo de chaque organe avec la structure tissulaire et les arrangements

cellulaires appropriés [150,151].
I a été rapporté que des agrégats de cellules souches épithéliales et
mésenchymateuses dentaires obtenus par centrifugation ont un potentiel de formation

de germes dentaires apres une transplantation in vivo [152,153].
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En 2003, Yamamoto et al. [152] ont montré la capacité des cellules issues de germe
des dents embryonnaires a se réagglomérer aprés la dissociation et a former des
dents. D'autres études ont suivi, dans lesquelles les tissus épithéliaux et
mésenchymateux des germes de la dent de souris étaient séparés et les cellules

dissociées puis recombinées pour former des dents normales [142,143].

En 2004, une étude de Ohazama et al. [154] a montré que des cellules
mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse adulte combinées a de I'épithélium

dentaire embryonnaire au stade inductif entrainent la formation d’'une dent.

En 2007 Nakao et al. ont développé une méthode de culture tridimensionnelle de
germes d'organes. Ce germe dentaire créé par ingénierie tissulaire a généré une dent
structurellement correcte aprés culture in vitro puis une transplantation in vivo dans
une cavité dentaire. Ce germe montre des signes de vascularisation et d’innervation
[149].

Une autre étude réalisée en 2013 par Volponi et al. [155] a montré que les cellules
épithéliales gingivales humaines étaient capables de répondre au signal inductif du
mésenchyme embryonnaire de la dent de souris, ce qui entrainait la formation de dents

complétes.

En 2017, Ono et al. ont réutilisé la méthode de Nakao et al. [149] pour créer un germe
de dent par bio-ingénierie a partir de cellules épithéliales et mésenchymateuses
dissociées puis recombinées avant d’étre implantées chez un chien (figure 11) [156].
Apres transplantation du germe, ils ont obtenu I'éruption d’'une dent totalement
fonctionnelle avec des tissus durs et mous attenants identiques aux dents adjacentes.
Aprés léruption, les chercheurs ont posé des bagues et exercé des forces
orthodontiques sur cette dent. Les résultats ont montré que le ligament parodontal de

cette dent induisait un déplacement correct sans que celle-ci s’ankylose [156].

59



500 um

Transplantation d'un Transplantation d'un
germe dentaire naturelle germe dentaire bio congu

Sans transplantation

Dent naturelle

transilanté transplanté

Germe bio-cocu Germe naturelle

3
3
3

200 pm

Figure 11: comparaison du développement d’un germe dentaire bio-congu transplanté par rapport a une dent naturelle et
d’un germe naturelle transplanté. (4) Image en contraste de phase du germe bio-congu. (B) Photographie de la
transplantation autologue du germe bio-congu dans la mdchoire inférieure d’un chien. (C) Photographies intra-orales et
images tomodensitométriques : pas de transplantation (a gauche), transplantation d 'un germe dentaire naturel de la dent
issue de l'ingénierie biologique a 180 jours apreés la transplantation (au centre) et transplantation d'un germe bio-congu a
180 jours apres la transplantation (a droite). (D) Images micro-CT et analyse histologique d’un groupe de dents naturelles
(en haut), transplantation d 'un germe de dent naturelle (au milieu) et transplantation d’un germe bio-congu (en bas).
Abreviations : E, émail; D, dentine; C, cément;, PDL, ligament parodontal; AB, os alvéolaire. (adapté de la figure d’Ono et
al. [156])

4.2.3 Reca itulatif des et des importantes dere e e ation
dentaire

Pour tout résumer, nous avons regroupé ici dans le tableau suivant (tableau 1)
les études majeures qui ont tenté de recréer une dent par les différentes méthodes

que nous avons vu précédemment.
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Année

2002

2004

2004

2005

2005

2006

2006

2006

2006

2007

2008

2009

2011

2013

2017

Origine des cellules

Germe de molaire de
porc

Cellules de germe
dentaire de rat

Moelle osseuse,
épithélium oral
embryonnaire de
souris

Germe de molaire de
porc

Germe de molaire de
porc

Germe de molaire de
porc

Germe de molaire de
chien

Germe de molaire de
souris

Germe de molaire de
porc

Germe d’incisive de
souris

Germe de molaire de
rat

Germe de molaire de
porc, hDPSCs,
cellules épithéliales
gingivales

Germe de molaire de
souris

Germe de molaire de
souris, cellules
épithéliales de

gencive humaine

Germe de prémolaire
de chien

Scaffold

PLGA

PGA
PLGA

Sans
scaffold

PGA

PGA
PLGA

Eponge de
collagéne

PGA

PGA

Collagéne
PGA

Sans
scaffold

PGA/PLLA
PLGA

Sans
scaffold

Sans
scaffold

Sans
scaffold

Sans
scaffold

Site
d’implantation

Omentum de rat

Omentum de rat

Capsule rénale de
souris

Omentum de rat

Omentum de rat

Omentum de rat

Machoire de chien

Capsule rénale de
souris

Omentum de rat

Capsule sub-
rénale de souris

Méachoire de souris

Machoire de souris

Machoire de souris

Capsule rénale de
souris

Machoire de chien

Re ultats

Structures dentaires reconnaissables
composeés de dentine, d’organe d’émail,
et de la GEH en 35 semaines

Dent mature composée de dentine,
pulpe et émail aprés 12 semaines

Couronne dentaire avec de l'os
alvéolaire et de la gencive

Dent comportant de I'émail, de la
dentine et du cément

Dent comportant une épaisse couche
d’émail, de la dentine, des odontoblastes
et du tissu pulpaire

Formation d’émail et de dentine

Formation de dentine et d’os, sans émail
ni de cément

Dent régénérée avec une couronne de
forme normale, mais de petite taille

Meilleure morphologie de la dent
régénéreée par l'utilisation du collagéne
en scaffold

Dent compléte régénérée par
'implantation d’'un germe de dent
reconstituée par bio-ingénierie

Formation de plusieurs petites
couronnes constituées d’émail, dentine,
pulpe et de tissus parodontaux

Dent fonctionnelle avec une dureté
suffisante pour la mastication, réponse
fonctionnelle au stress mécanique dans

la machoire de la souris

Formation de dents matures de structure
correcte, avec du tissu parodontal et
régénération d’os alvéolaire. Sensible

aux stimuli mécaniques et sensitifs

Formation d’'une dent constituée de
dentine, d’émail et de cellules
améloblastiques

Eruption d’'une dent constituée d’émail,
dentine, pulpe, cément et ligament
parodontal, aprés implantation d’'un

germe créé par bio-ingénie.

Tableau 1 : tableau récapitulatif des études importantes en régénération dentaire totale

Ref rence

Young et al.
[102]

Duailibi et al.
[157]

Ohazama et
al.
[154]

Honda et al.
[99]

Young et al.
[145]

Honda et al.
[146]

Honda et al.
[100]

lwatsuki et al.
[101]

Sumita et al.
[76]

Nakao et al.
[149]

Duailibi et al.
[158]

lkeda et al.
[143]

Oshima et al.
[142]

Volponi et al.
[155]

Ono et al.
[156]
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4.2.4 Limites et obstacles

De nombreux chercheurs ont tenté de générer un germe de dent en utilisant des
cellules épithéliales et mésenchymateuses a partir de germe de dents d'embryon
[152,153] ou de germe de dents postnatales [78,102,148,157,158] chez diverses
especes, notamment les souris, les rats et les porcs.

Mais malgré le fait que les cellules souches adultes puissent répondre a un signal
odontogéne inductif et participer a la formation de la dent, les seules cellules qui se
sont révélées capables d’'une capacité inductive sont des cellules embryonnaires
odontogénes, dérivées de tissus de germes dentaires embryonnaires ou post natal
(épithéliales ou mésenchymateuses) [23,159—-161].

Ceci définit I'un des plus grands défis dans le domaine de l'ingénierie tissulaire
dentaire, qui consiste a identifier les populations de cellules adultes qui conservent
leur potentiel odontogénique et peuvent étre cultivées en grand nombre. De plus, ces

cellules devraient idéalement étre allogéniques pour éviter les problémes de rejet.

Pour pouvoir étre capable dans le futur de remplacer des dents par ingénierie
tissulaire, il est important d'identifier les sources de cellules appropriées. A I'heure
actuelle, le germe immature de dent de sagesse (troisieme molaire) chez un jeune
patient est considéré comme un candidat potentiel pour la reconstruction du germe de
dent par bio-ingénierie. Généralement le germe de dent de sagesse commence a se
minéraliser entre 7 et 10 ans. Par conséquent, les cellules souches épithéliales /
mésenchymateuses, qui peuvent reproduire le développement du germe dentaire,
sont disponibles dans la machoire postnatale [162].

Dans les cas cliniques d’absence congénitale ou de perte accidentelle des
germes de dents au cours de la croissance, ces cellules souches dérivées de germes
de dents de sagesse ont un potentiel d'utilisation considérable. L’étude d’Ono et al.
[156] a décrit un remplacement total d’'une dent en utilisant des cellules germinales
postnatales. Si une culture a grande échelle de cellules germinales épithéliales /
mésenchymateuses devait étre établie a l'avenir, cette technologie de dent bio-
modifiée serait en mesure de traiter un grand nombre de dents manquantes.

Les patients agés, cependant, ne possédent plus de germe dentaire en

développement qui puisse étre utilisé.
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Les cellules souches pluripotentes, y compris les cellules ESC et les cellules iPS,
sont également des sources de cellules candidates capables de se différencier en
cellules endodermiques, ectodermiques et mésodermiques [163]. Récemment, des
sources de cellules iPS ont été décelées, dans plusieurs tissus buccaux tels que la
pulpe, le ligament parodontal, la gencive et la muqueuse buccale [163]. Ces cellules
induites peuvent se différencier en cellules épithéliales et mésenchymateuses
dentaires [164,165]. Chez les patients agés qui n‘'ont pas de germe dentaire ces

cellules pourraient étre utilisées.

Néanmoins des études supplémentaires permettant d'identifier d’autres sources de
cellules souches en vue de la reconstitution d'un germe d’'une dent bio-modifiée, ou
utilisées pour générer des dents a I'aide de scaffold in vitro sont encore nécessaires
avant de pouvoir envisager un traitement de régénération compléte d’'une dent chez

'lhomme.

Un des autres problemes de ces techniques est l'utilisation de facteurs de
croissance qui ne sont pas sans danger. En effet ces derniers vont favoriser une
multiplication des cellules avec un risque de croissance incontrélée, ce qui pourrait
présenter un risque carcinogénique.

Les tissus créés peuvent également présenter un danger pour les tissus sains
environnants comme par exemple le nerf alvéolaire inférieure qui pourrait se retrouver

compressé ou sectionné si la croissance n’est pas parfaitement maitrisée.

L'autre grand probléme qui se pose est d’ordre financier. En effet pour le moment
le remplacement d’'une dent manquante par un implant est une solution qui est simple
et qui présente un colt de fabrication trés économique par rapport au co(t
gu’engendrerait la fabrication d’'un germe de dent bio-congue avec des cellules

autologues.
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5 Conclusion

Bien que les prothéses dentaires fixes implanto-portées et amovibles soient
toujours le traitement de référence de remplacement des dents, les complications
associées poussent a innover et apporter de nouvelles solutions. La découverte des
cellules souches d’origine dentaire permet aux chercheurs de recréer des tissus
dentaires et donne I'espoir d’étre un jour capable de recréer totalement un organe

dentaire.

Nous avons vu qu’avec la découverte des différentes sources de cellules souches
facilement accessibles et les progrés dans le domaine de I'ingénierie tissulaire, il est
désormais possible de recréer une unité dentaire semblable a une dent naturelle.
Néanmoins, jusqu’a maintenant, ces expériences se limitent aux animaux et il est
difficile d’extrapoler les résultats chez ’'homme. Le devenir et le comportement de ces
cellules a long terme est également un sujet sur lequel il faut se pencher avant que

des essais cliniques sur ’homme soient réalisables.

L'autre probléme a surmonter reste la cryopréservation de ces cellules souches
d’origine dentaire. Pour que des thérapeutiques de régénération dentaires puissent
étre mises en place, il faut que ces cellules soient préservées dans des banques
biologiques afin de pouvoir étre utilisées au moment voulu. Néanmoins, les
biobanques, bien qu’autorisées dans certains pays européens, sont toujours interdites
en France. Il faudra donc que les lois de bioéthiques soient revues et modifiées pour

que cela devienne possible.

Le domaine de la recherche en bio-ingénierie a montré des avancés tres
prometteuses. Cependant, les efforts de recherche actuels doivent étre orientés vers
les défis et les limitations qui bloquent actuellement notre capacité a créer de maniére
fiable des dents biologiques de remplacement.

Néanmoins, des réalisations récentes indiquent que, malgré le fait que les dents sont
des organes complexes composés d’une grande variété de tissus mous et durs, la bio-
ingénierie d’'une dent compléte pour le remplacement de la dent humaine est

effectivement possible et pourrait constituer I'avenir de la dentisterie.
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Domaines : Sciences fondamentales

Mots clés Rameau: Dents ; Cellules souches ; Génie tissulaire ; Structures
d’échafaudage tissulaires, Biobanques ;

Mots clés FMeSH: Dent ; Cellules souches ; Ingénierie tissulaire ;
Régénération tissulaire guidée ; Biobanques ;

Résumé de la thése :

Bien que les prothéses dentaires fixes et amovibles aient été et sont toujours le
traitement de référence de remplacement des dents, les complications associées ont
révélé la nécessité de chercher a innover et apporter de nouvelles solutions pour
remplacer les dents manquantes.

La découverte des cellules souches d’origine dentaire a donné aux chercheurs
I’espoir de recréer un organe dentaire complet.

Le but de cette thése est de donner I’avancée des études sur la régénération
d’organes dentaires a partir de ces cellules.
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